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RESUMEN

Se describe un método de purificaciéon del componente Clr del sistema
complemento a partir de la fraccién | de Cohn mediante cromatografias
secuenciales en Bio Rex 70, DEAE Sephacel y Sephacryl S 200. La presencia de
C1r en las fracciones eluidas en las diferentes corridas cromatograficas se detectd
por nefelometria. La pureza del Cl1r obtenido se determiné por
inmunoelectroforesis contra un suero anti proteinas séricas humanas y un
antisuero especifico. A partir del C1r purificado se produjo en conejos un antisuero
de buena calidad, util para la cuantificacion del C1r sérico.

Descriptores DeCS:COMPLEMENTO 1R/aislamiento & purificacion;
CROMATOGRAFIA POR INTERCAMBIO IONICO/métodos;
CROMATOGRAFIA EN GEL/métodos.

El C1 es el primer componente de la via |a formacion de una enzima proteolitica, C1s,
clasica del sistema complemento, el cual es con la activacion de la via clasica del
un complejo formado por 3 proteinas: C1q, complemento y con esto, la expresion de
Clr y C1s Después de la union de la numerosas manifestaciones bioldgitas.
molécula del C1 a la region Fc de las En infecciones con bacterias piégenas
inmunoglobulinas IgG e IgM por la sub- y en enfermedades asociadas con
unidad Clqg, se inician procesos inmunocomplejos circulantes como el lupus
intramoleculares que dan lugar a la eritematoso sistémico, se han demostrado
activacion enzimatica de C1r, y generan un niveles disminuidos de CL1r, lo que sugiere
fragmento proteolitico de 28 kD que tiene su posible participacion en el mecanismo
actividad de serinproteasa, lo que provoca de aclaramiento de los complejos de la
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circulacién, de ahi la importancia de su
medicion®*

El objetivo de este trabajo fue la
purificaciéon de Clr mediante una
combinacion de cromatografias de
intercambio i6nico y filtracion en gel, y la
posterior obtencién de un antisuero
especifico.

M TODOS

Fuente de C1r: 600 mL de la fraccién |

Amicon YM 10 hasta un volumen de 50 mL,

y se aplicé a una columna de 2 x 100 cm de
Sephacryl S-200 equilibrada con PBS. Se
unieron las fracciones en las que se detectd
la presencia de C1r por nefelometria y se
realiz6 una precipitacion diferencial con
sulfato de amonio al 33 %.

El precipitado se redisolvié en PBS y
se controlé la pureza por inmuno-
electroforesis empleando un suero anti-
proteinas séricas humanas y un suero anti
C1r comercial.

El C1r purificado se concentré con el
empleo de un filtro Amicon YM 10 hasta

de Cohn con una concentracion de C1r de g mL y se conservo a -80 °C.

38,5 pg/mL, cuantificado por inmuno-
difusién radial simple con el empleo de
placas comerciales (CLB, Amsterdam),
fueron centrifugados a 9 000 rev/min
durante 30 mina 4 °C (Sorval G 53).
Aislamiento de CL1r: la fraccion | de
Cohn centrifugada se fracciondé mediante
cromatografia de intercambio iénico en una
resina cationica Bio-Rex 70en una
columna de 10,5 x 12 cm equilibrada con
soluciéon amortiguadora de fosfatos 50 mM,
pH 7,3 +2 mM EDTA + 82 mM NaCl. Se
aplicaron los 600 mL de la muestra y se

La concentracion del C1r purificado se
determiné mediante inmunodifusion radial
simple, con el uso de placas comerciales.

Preparacién de un suero anti C1r: el
suero anti C1r se obtuvo en conejos,
después de unainyeccién de 100 ug de C1r
con adyuvante completo de Freund cerca
de los nddulos linfaticos popliteos. Cuatro
semanas después se inyectaron por via
intramuscular y subcutanea 150 ug de C1r
con adyuvante incompleto de Freund y
después de una semana los animales se
desangraroh y se comprobdé la

eluy6 una parte de las proteinas con la especificidad del antisuero mediante

solucién amortiguadora de equilibrio.

En el eluido se detecté la presencia de
Clr por nefelometria e inmuno-
electroforesis; se utilizé6 un suero anti-

proteinas séricas humanas y un suero anti

C1r comercial (CLB, Amsterdam).
Las proteinas eluidas se concentraron

inmunoelectroforesis.

RESULTADOS

En la figura 1 se observa el
cromatograma de la corrida en Bio-Rex 70
utilizando una soluciéon amortiguadora de

por ultrafiltracion con un filtro Amicon  ¢icti050 mM, pH 7,3+ 2 mM EDTA +82 mM
YM 10 (Amicon Corporation) hasta800 ML Nac|, donde eluyeron gran cantidad de
y se aplico a una columna de 10,5 x 12 ¢cm proteinas incluyendo el C1r.
de DEAE-Sephacel equilibrada con Con las condiciones empleadas en la
solucién amortiguadora fosfato salina (PBS) cromatografia en DEAE-Sephacel una gran
1:2. A continuacion, se empleo un gradiente cantidad de proteinas contaminantes
de concentracion de NaCl (1 000 mL PBS eluyeron de la columna. La aplicacion
1:2-1000 mL PBS 1:2 + 0,6 M NaCl). posterior de un gradiente de concentracion
Las fracciones obtenidas que conte- de NaCl dio como resultado la elucién del
nian Clr se concentraron por un filtro C1ir (fig. 2).
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FIG. 1. Cromatograma en Bio-Rex 70.

El resultado obtenido producto de la celulosa de gran capacidad, especialmente
cromatografia de filtracion en Sephacryl S- para moléculas grandes, permitié la
200 se presenta en la figura 3, donde seseparacion de componentes de elevado
observa el pico correspondiente a C1r. peso molecular, como es el caso del Clq

Se comprobd la obtencién de Cir eluyendo proteinas pequefias, entre las que
relativamente puro mediante una seencuentrael C1%.
inmunoelectroforesis con el empleo de un Las condiciones de la solucién se
suero anti-proteinas séricas humanas y unajustaron basadas en el hecho de que a
suero anti C1r comercial. De igual forma, se bajas concentraciones y pH de 7,0 o
obtuvo una linea de precipitacién en la menores, no se logra un buen intercambio
inmunoelectroforesis con la utilizacion del en la resina con diversas proteinas, lo que
anti C1r obtenido contra un suero normal facilita la elucion del C15.
humano. En una segunda etapa se utiliz6 una

El rendimiento obtenido a partir de los columna de DEAE-Sephacel para lograr el
600 mL de muestra inicial fue de 32,8 %, que fraccionamiento de las proteinas y una mejor
representa un total de 7,6 mg de CLr. separacion con el gradiente seleccionado.

A partir de las condiciones empleadas, una

gran cantidad de proteinas pasaron a través
DISCUSI N de la columna, incluyendo IgG, IgM, factor

D y glicoproteinas. El gradiente de

El empleo en la fase inicial del concentracion de NaCl permitio desunir al
intercambiador cationico Bio-Rex 70, C1rdelaresina.
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FIG. 2. Cromatograma en DEAE-Sephacel.
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FIG. 3. Cromatograma en Sephacryl S-200.
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Mediante la cromatografia de filtracion  ya que no se descarta que pudieran existir
en Sephacryl S-200 se separ6 el C1r de lostrazas de algun contaminafitddemas, el
contaminantes. A continuacion se efectu¢ €mpleo de bajas concentraciones de
una precipitacion con sulfato de amonio al 2Ntigeno permite la sintesis de anticuerpos
33 %; estudios anteriores han revelado que 4€ alta afinidad, muy dtiles en diversas

- técnicas?
0,
el Clr p_rfemplta completamente al 33 % de Los resultados presentados muestran
saturaciort!

; o ) la aplicacion de un método de purificacion
Se inmuniz6 a un grupo de conejos con g componente C1r del sistema

el Clr aislado, para lo cual se utilizd complemento a partir de la fraccion | de
adyuvante completo de Freund, que Cohn, con el cual se logra un buen
favorece una buena respuesta por parte delrendimiento con una pureza adecuada, lo
animal, dirigida fundamentalmente al que se demostré mediante la produccion
componente principal, en este caso el C1r, de un antisuero de calidad.

SUMMARY

A methods for the purification of component Clr from the complement system
starting from Cohn’s fraction | by sequential chromatographies in Bio-Rex 70,
DEAE-Sephacel and Sephacryl S-200 is described. The presence of CIr in the
fractions eluted in the different chromatographic runs was detected by
turbidimetry. The purity of the ClIr obtained was determined by
immunoelectrophoresis against an anti-human serum protein serum and a specific
antiserum. Starting from the purified Clr it was produced in rabbits a good quality
serum, which is useful for the quatitation of serum ClIr.

Subject headingsCOMPLEMENT 1R/isolation & purification; CHROMATOGRAPHY, ION
EXCHANGE/methods; CHROMATOGRAPHY, GEL/methods.
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